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RESUMO

A prética de consumo de cogumelos comestiveis torna-se cada vez mais popular, o
que antes era restrito aos paises orientais, esse € apenas um dos motivos pelo qual tem-se
procurado avancar nas condi¢cfes de cultivo que visem maior producdo e rendimento deste.
Desta forma, tal pesquisa visou avaliar a potencialidade do cogumelo P. eryngii quanto a
producdo de biomassa micelial usando meios de cultura alternativos por fermentagéo
submersa considerando a influéncia do tempo de cultivo. Para isso, a producdo de biomassa
foi verificada por fermentacdo submersa utilizando meios a base de vegetais amazénicos, a
saber: macaxeira, batata-doce (casca roxa e casca branca), cara-roxo e cara branco com pH
aferidos em 6,0, esterilizados a 121°C por 15 minutos. A fermentagéo foi conduzida durante 15
dias a 25 °C sob agitacdo constante de 150 rpm na auséncia de luz. Apos cinco, dez e quinze
dias de cultivo, foram separados os frascos para quantificacdo da biomassa micelial, que foi
separada por filtracdo a véacuo, desidratadas até peso constante, e medidos o pH do liquido
sobrenadante. Verificou-se que houve crescimento fungico em todos os meios de cultura
propostos e 0 meio POL (teste) favoreceu a producdo da biomassa, com valores de 2,2g/L,
6,69g/L, e 11,02g/L tendo decorridos cinco, dez e quinze dias de cultivo, respectivamente.
Para 0s meios a base de vegetais, no 5° dia de cultivo destacou-se 0s meios a base de
macaxeira destacou-se o 2,65g/L de biomassa micelial; ap6s 10 dias de cultivo, meios
formulados com cara-branco (6,55g/L) e finalmente para o 15° dia de cultivo foram os meios
formulados a base de batata-doce de casca roxa (12,02g/L). O meio de cultura POL
apresentou maior diminuicdo de pH em funcdo do tempo de cultivo, com médias de 5,88 (5°
dia), 3,77 (10° dia) e 3,9 (15° dia). Esse trabalho mostra, enfim, que a continuidade de
pesquisas nessa area € bastante promissora, contribuindo para um melhor entendimento da

fisiologia de P.eryngii e para o desenvolvimento de bioprocessos.

Palavras chave: Cogumelos comestiveis, fermentacdo submersa, vegetais amazonicos.



ABSTRACT

The practice of eating edible mushrooms becomes more and more popular, what was once
restricted to the Eastern countries, this is only one reason why we have tried to advance in the
conditions of cultivation that aim at greater production and yield of this. Thus, this research
aimed to evaluate the potentiality of the P. eryngii mushroom for the production of mycelial
biomass using alternative culture media by submerged fermentation considering the influence
of culture time. For this, biomass production was verified by submerged fermentation using
media based on Amazonian vegetables, namely: cassava, sweet potato (purple peel and white
peel), purple and white with pH measured at 6.0, sterilized at 121°C for 15 minutes. The
fermentation was conducted for 15 days at 25°C under constant stirring at 150 rpm in the
absence of light. After five, ten and fifteen days of cultivation, the flasks were separated for
quantification of the mycelial biomass, which was filtered off under vacuum, dehydrated to
constant weight, and the pH of the supernatant was measured. It was verified that fungal
growth occurred in all proposed culture media and the POL (test) medium favored biomass
production, with values of 2.2 g/L, 6.69 g/L, and 11.02 g/L five, ten and fifteen days of
cultivation, respectively. For plant-based media, on the 5th day of cultivation, the media with
the base of cassava were highlighted, with 2.65g/L of mycelial biomass; after 10 days of
cultivation, mediums formulated with white character (6.55/ L) and finally for the 15th day of
culture were the means formulated with sweet potato of purple bark (12.02g/L). The culture
medium showed a higher pH decrease as a function of culture time, with a mean of 5.88 (5th
day), 3.77 (10th day) and 3.9 (15th day). This work shows that the continuity of research in
this area is very promising, contributing to a better understanding of P. peyngii physiology

and the development of bioprocesses.

Key words: Edible mushrooms, submerged fermentation, Amazonian vegetables.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Cogumelos comestiveis

O Reino Fungi abrange uma variedade de organismos eucariéticos, micro e
macroscopicos, unicelulares e multicelulares, fazendo parte deste os bolores, cogumelos e
leveduras. Aproximadamente 100.000 espécies de fungos ja foram descritas atualmente,
porém existe a possibilidade de existéncia de pelo menos 1,5 milhdes de espécies
(HAWKSWORTH, 2001). Tais organismos sao quimiorganotroficos, por isso, apresentam
nutricdo simples, e através das enzimas que sdo excretadas para o meio, digerem
macromoléculas, principalmente carboidratos e proteinas, em monémeros aptos para serem
absorvidos (MADIGAN et al., 2010).

Basidiomycota € um dos filos deste reino, que compreende os fungos habitualmente
denominados de basidiomicetos, constituindo um grupo bastante heterogéneo, sendo o0s
cogumelos e orelhas-de-pau as formas mais comuns e conhecidas (PUTZKE, 1998; RAVEN,
2014).

Uma forma tipica de um cogumelo, tal como é observada na Figura 1 é apenas a
parte visivel e reprodutiva, formada por finissimos filamentos (as hifas) que quando unidos
formam o micélio, normalmente extenso, que de acordo com o crescimento do basidioma se
distribui amplamente pelo substrato (COIMBRA, 2013); tais cogumelos apresentam
diferentes estruturas, as comuns como: pileo, estipe, lamelas, e algumas mais restritas como:
anel e volva (MUZZI, et al., 2013).

Figura 1: Estrutura de um Cogumelo

Anel

- '
| I|| Estipe (haste)
\
1
r ”"Ur\-)}- Volva

Fonte: www.eonanacatl.org [adaptado].
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As mais variadas espécies de cogumelos estdo repartidas em diferentes ecossistemas
e podem ser micorrizicos, parasitas ou na forma de saprobios que sdo mais predominantes,
protagonistas na decomposic¢do de substratos organicos (ERJAVEC et al., 2012). E assim
como qualquer organismo tem sua funcdo na natureza, os cogumelos sdo componentes muito
importantes em ecossistemas florestais, atuando na ciclagem de carbono, com a
biodegradacdo de celulose e lignina, na retirada de substancias toxicas do ambiente, assim
como, associando-se as raizes de determinadas plantas, originando as micorrizas
(STAMENTS, 2006).

Dentro desse diversificado grupo, encontram-se 0s cogumelos comestiveis,
comumente pertencentes a Ordem Agaricales. Atualmente, sdo reconhecidas mais de duas mil
espécies de cogumelos potencialmente comestiveis, entretanto, pouco mais que dez destas sdo
exploradas comercialmente no mundo (LOPES, SABAINE e GOMES-DA-COSTA, 2011).
Estes macrofungos comestiveis sdo muito apreciados desde a idade antiga pelos povos
orientais, sendo utilizados como especiarias nobres em pratos culinarios (FIGUEIRO, 2009).

Nesses e em muitos outros paises o consumo de cogumelos estad se difundindo,
resultado de pesquisas cientificas que apontam para suas atrativas caracteristicas nutricionais
e sensoriais. Alguns autores os consideram como alimentos quase completos, justamente por
serem ricos em proteinas, fibras, sais minerais, ferro, vitaminas B1 e B2, célcio, além de
apresentarem baixos teores de gordura e carboidratos (REIS et al., 2010; PALHETA et al.,
2011; SALES-CAMPOS et al., 2011).

Além dessas propriedades, diversas espécies apresentam beneficios funcionais por
conterem compostos com propriedades biologicamente ativas, comprovados por diversos
estudos (HELENO et al., 2012; GUO et al., 2014; ZOU et al., 2015; BACH, 2017; ZHANG
et al., 2014; DULAY; RAY; HOU, 2015). Determinadas espécies estdo sendo utilizadas na
medicina preventivo-curativa, pratica que ocorre ha milhares de anos, tal expectativa, se da
por serem fontes de diversos compostos que expressam atividade antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatdria, imunomoduladora, antiviral, hipocolesterolémica e ainda
apresenta efeitos positivos sobre as fungdes cardiacas (MEHTA et al., 2011). Muitas de suas
propriedades terapéuticas sdo atribuidas aos componentes que atuam como modificadores de
resposta biologica (ALQUINI, 2010).

Com tantos fatores positivos, € de se esperar tamanha valorizagdo na producao destes

cogumelos. Em 2011, a producdo mundial de cogumelos comestiveis foi estimada em cerca
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de 7,7 milhdes de toneladas, estando a frente a China e a Unido Europeia como maiores
produtores (FAO, 2013). Entre as espécies cultivadas e comercializadas em larga escala
podemos citar: Pleurotus ostreatus, Agaricus brasiliensis, Agaricus brunescens, Agaricus
bisporus, Agaricus bitorquis, Lentinula edodes, Volvariella volvacea, Flamulina velutipes e
Ganoderma lucidum (COLAUTO et al., 2010; REIS et al., 2010; UDDIN et al., 2011).

Para que esta producdo possa ser aumentada, muitas pesquisas tém sido realizadas a
fim de promover o aperfeicoamento de técnicas que possibilitem a reducdo dos custos de
producdo e que resultem em menor custo ao consumidor, estimulando assim o consumo e a
comercializacdo (FERDINANDI e ROSADO, 2008; REIS et al., 2010).

1.2. O género Pleurotus

Os fungos deste género sdo conhecidos popularmente como cogumelos ostra e
podem ser encontrados em florestas tropicais e subtropicais. Diversas linhagens séo
conhecidas por apresentarem uma grande variedade de cores (Figura 2), que vao do branco ao
cinza-escuro, marrom, amarelo, salméo, entre outras, variando de acordo com cada espécie,
incidéncia de luz durante a frutificacdo, necessidades nutricionais, tempo de incubacdo e
temperatura (MARINO et al., 2008; OMARINI et al., 2010).

Figura 2: P. ostreatus var. florida (a) P. djamor (b) P. nebrodensis (c)

P. ostreatus (d) P. pulmonarius (e) P. citrinopileatus (f)

Fonte: www.mushrooms.com [adaptado].

Conhecidos por causar a podriddo branca da madeira e degradar eficientemente a
lignina, um polimero fendlico de dificil degradacdo encontrado nos vegetais (GRACIOLI,
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2010), as espécies desse género apresentam a capacidade de se desenvolver em Varios
residuos agroindustriais que contenham celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e
proteinas e desta forma produzir basidiomas de alta qualidade organoléptica (FIGUEIRO e
GRACIOLLI, 2010; FIGUEIRO, 2009; MINOTTO et al., 2011).

Encontra-se presente neste género, outro cogumelo que aos poucos é encaixado no
mercado de cogumelos comestiveis aprecidveis; P. eryngii, conhecido popularmente por
cogumelo-do-cardo, ou cogumelo-rei, caracteriza-se morfologicamente por apresentar pileo
levemente convexo quando jovem, e na fase adulta tem a forma plano-convexo e um pouco
deprimido no centro, com a margem enrolada, um pouco escamosa e irregularmente ondulada,
apresenta coloracao castanho-ocrécio a castanho-escuro, e por vezes tons violaceos (DGADR,
2013).

Tal cogumelo possui lamelas decurrentes, pouco apertadas, desiguais, algumas
bifurcadas, a principio brancas, depois cremes a ocraceas na maturidade; também possui o
estipe excéntrico ou lateral, e algumas vezes central, cilindrdceo ou fusiforme, bulboso,
esbranquicado, com muito micélio branco na base (Figura 3), € um cogumelo com odor e
sabor agradavel. P. eryngii cresce sobre raizes secas, terrenos calcarios, ou em pequenos
tufos, saprdbio, dando a impressdo de ser terricola, por seus substratos na natureza serem

guase sempre raizes mortas enterradas (DGADR, 2013).

Figura 3: Caracteristicas morfoldgicas do cogumelo (a); P. eryngii na natureza (b)
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1.3.  Formas de cultivo de cogumelos

1.3.1. Cultivo em matriz sélida

No Brasil, os primeiros cultivos de cogumelos comestiveis eram realizados em
bagaco de cana-de-agUcar, entretanto, a escassez eminente desse residuo, provocou a busca
por substratos alternativos para serem utilizados (REIS et al., 2010). Na literatura encontra-se
a descricdo do uso de diversos residuos agroindustriais para obtencdo de basidiomas de
Pleurotus spp., a saber: serragem de diversas espécies madeireiras, residuo de algodao,
bagaco de cana-de-agUcar, palha de soja, sabugo de milho, capim-elefante, aveia, azevem,
girassol, serragem de eucalipto, ligustre, entre varios outros, suplementados ou ndo, e em
diferentes concentracGes destes suplementos. O desenvolvimento dessas pesquisas €
direcionado para o conhecimento das melhores condi¢bes de crescimento, cultivo e
produtividade da espécie (MINOTTO et al., 2008; CEITA; UETANABARO; KAMIDA,
2009; REIS et al., 2010).

Nesse contexto, uma das principais vantagens de cultivo de Pleurotus spp. em
relacdo as espécies de Agaricus e outros cogumelos comestiveis esta relacionada ao fato de
ndo serem exigentes quanto ao substrato de cultura (RIVAS, 2010). As espécies P. florida, P.
sajor-caju e P. ostreatus sdo apontadas como uma das mais apropriadas para cultivo em
regides subtropicais e tropicais, e a popularidade deste género, se da principalmente pelo
sabor e textura (CASTRO, 2003; KIM et al., 2007).

Em seu trabalho Moda (2003), afirma que existem varias vantagens ao se cultivar
Pleurotus sp.: pela facilidade de manejo e producdo, ocupando pouco tempo e espaco, pela
utilizacdo de varias matérias-primas como palhas, capins e bagagos que sdo abundantes e de
menor custo, ndo requer exigéncias quanto a climatizacdo, podendo ser cultivado em qualquer
regido do Brasil; apresentam também resisténcia a pragas e doencas e seu crescimento é
relativamente rapido frente a outros géneros comestiveis, permitindo um alto retorno do
investimento. E estes fungos séo extremamente eficientes na conversdo do substrato em
biomassa, alcancando frequentemente rendimentos acima de 100%, quando somados 0S
varios fluxos produtivos (ZERVAKIS et al., 2001)

Dundar, Acay e Yildiz (2009) testaram varios substratos lignoceluldsicos para a
producéo de Pleurotus ostreatus em diferentes concentracfes e com ou sem suplementagéo.

As combinagdes mais adequadas para o alto rendimento foram folhas de Choupo-tremedor
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(Populus tremula) suplementada com residuo de papel a 50% e palha de trigo suplementada,
respectivamente, com 50% de residuo de papel e 50% de folhas de aveld com 20% de residuo

de papel.

Outros substratos como serragem de marupa, serragem de pau de balsa, bagaco de
cana-de-agucar e estipe de pupunheira, também possuem alta eficiéncia bioldgica para o
cultivo de P. ostreatus, com destaque para estipe de pupunheira com 100% de eficiéncia
(SALES-CAMPOS et al., 2010).

Dessa forma, diversos estudos estdo sendo publicados com a intencdo de melhorar as
condigdes favoraveis de cultivo desses cogumelos comestiveis. Ao trabalhar com cultivo de
cogumelos, sabe-se que a escolha do substrato é um fator de primordial importancia, pois
entende-se que existem residuos que promovem maiores producdes, em funcdo da sua
composicado quimica. Assim sendo, os valores nutricionais dos cogumelos procedem do tipo

de substrato utilizado e também as condicdes de cultivo sugeridas (CURVETTO et al., 2002).

1.3.2. Cultivo submerso

O cultivo submerso € considerada a melhor técnica para obtencdo de micélio fungico
(MOKOCHINSKI et al., 2015) e biomoléculas que apresentam propriedades especificas de
interesse biotecnoldgico e, consequentemente, de grande valor agregado tais como 0s
antibidticos, enzimas, micotoxinas, vitaminas, ergosterol dentre outros (ROSADO et al.,
2003; BEROVIC et al., 2003; HRISTOZOVA, 2005 ). Trata-se de um bioprocesso que
disponibiliza os nutrientes, que podem ser peptonas, aclUcares sollveis e substancias
complexas (vitaminas e ions) para o organismo em um meio liquido (agua ou mesmo em
solucdes tampédo) (OLIVEIRA et al., 2012).

Uma das vantagens dessa forma de cultivo é que a producdo micelial ocorre em um
espaco compacto e em menor tempo em comparagdo com matriz solida (FRIEL &
MCLOUGHLIN, 2000). Tal processo garante também um melhor controle dos parametros
fisico-quimicos do processo, a recuperacdo de enzimas extracelulares e a determinacdo de
biomassa séo facilitadas, sendo realizadas por filtragdo simples ou centrifugacdo para a
remocdo das células (LIMA et al., 2003; FERNANDES, 2007; COUTO; SANROMAN,
2006). Entretanto, a probabilidade de contaminacdo do meio de cultivo, em funcdo da grande
quantidade de agua disponivel, € um inconveniente (PINHEIRO, 2006).
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Pesquisadores vém estudando a possibilidade de produzir micélio em meio liquido ha
mais de quarenta anos, a primeira tentativa deste tipo de cultivo visou cultivar A. campestris
em meio constituido de nutrientes sintéticos (glicose, uréia e alguns minerais), sob agitacéo.
Desta forma, varios tipos de meios de cultura tém sido utilizados em cultura submersa para tal
finalidade (CONFORTIN, et al., 2008).

Rosado e colaboradores (2003) verificaram a producgéo de biomassa de P. ostreatus e
P. ostreatoroseus em meio composto por glicose, extrato de levedura, peptona e minerais e
obtiveram, ap6s nove dias de incubacdo, 22,89 de peso seco de micélio. Campos e
colaboradores (2010) avaliaram a producdo de biomassa de P. ostreatus, e para isso, utilizou
meio Pontecorvo enriquecido com proteina de soja, e encontrou maior producdo de biomassa
em apenas nove dias de cultivo. Ferdinandi & Rosado (2008) utilizaram caldo Batata-dextrose
com diferentes concentracdes de extratos de Ginkgo biloba para producédo de biomassa de P.

ostreatus.

Kirsch (2013) avaliou a influéncia de diversos tipos e concentrages de fontes
nutricionais para o cultivo de P. albidus, cuja biomassa foi utilizada para confeccdo de barras
de cereais. Confortin e outros (2008) cultivou P. sajor-caju, através de meios de cultura
contendo diferentes concentracdes de glicose, 6leo de soja e de solugdo mineral, proteina de
soja e de extrato de levedura Prodex. Outros meios descritos na literatura como bons
produtores de biomassa em processos de fermentacdo submersa de Pleurotus spp. sao:
Czapek, POL, Agar-Batata-Dextrose, com ou sem adicdo de extratos de levedura, Glicose,
Extrato de levedura e peptona (GYP) (SILVA, 2015).

Nesse sentido, Fukuda e colaboradores (2009) afirma que os valores significativos de
biomassa podem ser obtidos pela otimizagdo de condic¢Ges de cultivo, e que isso permite um
aumento nas quantidades de componentes celulares que podem ser extraidos e terem suas

moléculas basicas investigadas, para posteriores aplicacdes industriais e ou ambientais.

Ao entender que o crescimento flngico depende da presenca de elementos nutritivos
presentes no meio de cultura, uma melhor especificacdo das condi¢bes de cultivo dos
requerimentos nutricionais, utilizando espécies vegetais, economicamente vidveis, como
substrato de cultivo traz uma significativa contribuicdo ao desenvolvimento de processos que
proporcionem um maior rendimento em biomassa e até em produtos a partir do cogumelo

estudado, neste caso Pleurotus eryngii.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral
e Auvaliar a potencialidade do cogumelo P. eryngii quanto a producdo de

biomassa micelial usando meios de cultura alternativos.

2.2.  Objetivos Especificos
e Avaliar a producdo da biomassa micelial de P. eryngii por fermentacdo

submersa utilizando diferentes meios de cultura;
e Analisar a influéncia do tempo de cultivo na producdo de biomassa micelial do

cogumelo por fermentacdo submersa.

3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia do Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais, da Universidade do Estado do Amazonas

no periodo de Novembro de 2016 até Setembro de 2017.

3.1. Basidiomiceto

A linhagem comercial de Pleurotus eryngii utilizada na pesquisa foi obtida na cidade
de Manaus. Para o isolamento do fungo foram retirados pequenos fragmentos da regido
interna do basidioma e inoculados em placas de Petri contendo agar batata dextrose (BDA).
Os cultivos foram mantidos a 25°C na auséncia de luz (KIRSCH et al., 2011) e em seguida

utilizados nos experimentos fermentativos (Figura 4).

Figura 4: Basidiomas de P. eryngii (a) e micélio de P. eryngii em BDA (b)

y . A ; ' \\ +

Fonte: (a) KOMURA, 2009, p. 22. (b) ANDRADE, 2016
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3.2.  Cultivo de P. eryngii por fermentacdo submersa

A producdo de biomassa de P. eryngii foi verificada por fermentacdo submersa em

frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 50 mL de meio de cultura, utilizou-se 0 meio de

cultura POL (Tabela 1) como controle, tal meio de cultura é tradicionalmente descrito na

literatura para obtencdo de biomassa de Pleurotus spp. (Rosado et al., 2003).

Tabela 1: Formulagdo do meio de cultura POL

Componentes Quantidade

Glicose 409

Peptona 1g

Extrato de levedura 29

K>,HPO, lg

MQSO4 0’29

(N H4)2 SOy 0,29

Agua destilada 1000 mL

Com a finalidade de avaliar meios de cultura alternativos para producdo de biomassa

de P. eryngii foram formulados cinco meios a base de vegetais amaz6nicos (Figura 5), a

saber: macaxeira (Manihot esculenta Crantz), batata-doce (casca roxa e casca branca)

[I[pomoea batatas (L.). Lam], card-roxo (Dioscorea trifida L.f.) e cara-branco (Dioscorea

dodecaneura Vell.). Para a preparacdo dos meios foi utilizada a composicdo descrita na

Tabela 2; detalhadamente, utilizou-se a infusdo do cozimento de cada vegetal e adicionados

glicose, posteriormente 0s meios postos em frascos erlenmeyers foram esterilizados por 15

minutos a 121°C, colocados para descansar, e iniciados o processo fermentativo.

Tabela 2: Formulacdo dos meios de cultura com vegetais amazonicos

Componentes Quantidade
Vegetal 200g
Glicose 20g
Agua destilada 1000 mL
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Figura 5: Batata-doce da casca branca e roxa (A/B), Cara- roxo e branco (C/D),

Macaxeira(E)

Fonte: www.hortideli.com.br [adaptado]

A partir das culturas mantidas em BDA (item 323.1) foram retirados trés fragmentos
de micélio (d= 1cm) e adicionados aos meios de cultura (Figura 6a). A fermentacdo submersa
(Figura 6b) foi conduzida durante 15 dias a 25 °C sob agitacdo constante de 150 rpm na
auséncia de luz (KIRSCH et al., 2011). Apos cinco, dez e quinze dias de cultivo, foram

separados os frascos em triplicada, para quantificacdo da biomassa micelial do cogumelo.

Figura 6: Fragmentos inoculados ao meio (a); Fermentacdo submersa (b)

Fonte: ANDRADE, 2017

3.3. Avaliacéo da producéo da biomassa micelial

Ao término do processo fermentativo a biomassa micelial obtida foi separada por um
processo denominado filtracdo a vacuo em papel de filtro (Whatman No. 1) anteriormente
(Figura 7a), lavada com &gua destilada esterilizada e desidratada (Figura 7b) em estufa a 60°
C, e pesados em balanca analitica até peso constante (KIRSCH et al., 2016).
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Figura 7: Filtragdo a vacuo (a); Biomassa micelial desidratada (b)

Fonte: ANDRADE, 2017

3.4. Determinacéo do pH

O pH dos meios de cultura foram padronizados a 6,0 antes de iniciar a fermentagédo
submersa. Apos a filtracdo, foi medido o ph do liquido sobrenadante das amostras com auxilio

de pHametro de bancada da Marca Quimis, devidamente calibrado.

3.5.  Andlises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento Micelial

Neste trabalho, cinco meios alternativos de cultivo foram avaliados quanto a
producdo de biomassa micelial sob fermentacdo submersa de P. eryngii, desta forma,
verificou-se que houve crescimento fungico em todos os meios de cultura propostos, embora
se tenha destacado diferencas significativas nos indices de biomassa dos diferentes meios. Os
resultados foram comparados com os dados obtidos através do meio de cultura POL. Os
resultados que serdo apresentados sdo os valores médios alcancados em funcdo do tempo de

cultivo, tragados em cada triplicata.
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Com base na Tabela 3 0 meio POL favoreceu a producdo da biomassa, com valores
de 2,2g/L, 6,69¢/L, e 11,02g/L tendo decorridos cinco, dez e quinze dias de cultivo,
respectivamente. Esses sdo superiores aos encontrados por Gern (2005) quando utilizando o
mesmo meio de cultivo, observou que a biomassa em apenas onze dias, chegou a 7,3g/L, mais
superiores ainda quando comparados com o trabalho de Corréa, Wisbeck e Furlan (2003), que
alcangou uma producdo maxima de biomassa de 0,49g/L em seis dias de cultivo, com um

cogumelo do mesmo género, Pleurotus ostreatus.

Com uma média de crescimento de 4,4g/L a cada cinco dias (0,88g/L ao dia),
evidencia-se que com 15 dias de cultivo no meio de cultura teste (POL) P. eryngii ainda
continua crescendo, voltando-se para isso, baseado nas fases de crescimento microbiano, o
cogumelo ainda ndo atingiu a fase de morte e declinio, pois suas células ainda estariam
absorvendo nutrientes do meio, sintetizando seus constituintes, resultando no crescimento do
mesmo. Concordando que os fungos do género Pleurotus sdo excelentes produtores de
biomassa micelial (CAMPOS, 2010).

Tabela 3: Biomassa micelial (g/L) de P. eryngii produzida em diferentes tempos de incubacao

Dias de Cultivo

5 10 15

POL 2.2+0.99® 6.69+1.55* | 11.02+0.87°
Batata-doce (casca roxa) 1.95+0.16™° | 5.74+1.69* | 12.02+0.12°
Batata-doce (casca branca) | 1.44+0.16" | 3.41+0.92° | 4.84+0.57°

Tipo de substrato

Cara-branco 0.73+0.04¢ 6.55+0.312 7.12+1.05°
Cara-roxo 0.96+0.31¢ 3.53+0.56° 4.06+0.28°
Macaxeira 2.65+0.212 3.8+3.83 4.81+0.17°

*Colunas com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa a um nivel de 95%

Para 0os meios a base de vegetais amazdnicos, no 5° dia 0s meios que se destacam sdo

a base de macaxeira, apresentando 2,65¢/L, seguido do meio POL (2,2g/L), apesar de nao
haver diferenca estatistica entre eles. O fato de P. eryngii responder aos meios compostos por
macaxeira nos primeiros cinco dias de cultivo e nos dias seguintes continuar crescendo,
porém lentamente, podendo esta relacionado aos componentes nutricionais presentes nesta
raiz, em termos bioquimicos, as raizes de macaxeira sdo energéticas por exceléncia, tendo em
sua composicdo 92,5% de carboidratos, principalmente amido, por isso os carboidratos
constituem a fracdo mais importante da mandioca (MAIEVES, 2010). Possuem uma
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composi¢do media de 69,5% de umidade, 18 a 28% de glicose, 1,1% de proteinas, 0,30% de
gordura, 151 kcal de calorias e 1,9% de fibras, a cada 100g da raiz (TACO, 2011). Isso
significa dizer que sdo raizes que possuem nutrientes favoraveis para a producdo micelial do

cogumelo, porém em poucas proporcoes.

O meio POL foi o que favoreceu a maior producdo da biomassa micelial do
cogumelo (6,69g/L) ap6s 10 dias de cultivo, apesar do valor médio ndo ter diferido
estatisticamente em relacdo aos demais meios de cultura. Valores inferiores a estes foram
encontrados por Komura (2006) quando trabalhou com P. eryngii utilizando o meio de cultura
POL, também em 10 dias de cultivo, o que resultou numa producgdo de biomassa micelial de
5,15g/L. Em trabalho de Rosado e colaboradores (2003) foi avaliada em cultivo submerso a
producdo de biomassa de duas linhagens brasileiras de Pleurotus (P. ostreatoroseus Sing. e P.
ostreatus var. florida), utilizando o meio POL, porém em apenas nove dias de incubacéo, P.
ostreatus var. florida apresentou uma maior concentracdo de biomassa (22,8g/L) do que a
produzida por P. ostreatoroseus (16,8g/L).

Para o 15° dia de cultivo, P. eryngii teve uma maior producdo de biomassa nos meios
formulados a base de Batata-doce de casca roxa (12,02g/L), posteriormente vem o meio POL
(11,029/L) e cara-branco (7,12g/1). Valores diferentes destes foram encontrados por Bellettini
(2014), ao estudar a producao micelial por fermentacdo submersa do cogumelo P. djamor em
meios a base de fracdo liquida da bainha de pupunha (Bactris gasipaes) numa concentracdo

de 80%, obtendo uma biomassa micelial de 1,66g/L em 14 dias de cultivo.

Ao comparar 0s nutrientes presentes em 100g de batata-doce de casca roxa (26,1g de
carboidratos, 1,59 de proteinas, 7,1g de minerais, 111kcal de energia e até 7,8% de agucares
totais) (EMBRAPA, 2008) esses diferem com relacdo aos da bainha de pupunha (22,3g de
carboidratos, 4,79 de proteinas, 4,2g de minerais, 120kcal de energia e 16,7% de acucares)
(TAVARES, 2013). A batata-doce ¢ uma raiz tuberosa que quando comparada com outras
estruturas vegetais amilaceas, possui maior teor de matéria seca, carboidratos, lipidios, célcio
e fibras que a batata, mais carboidratos e lipidios que o Inhame e mais proteina que a
mandioca (EMBRAPA, 2008).

Tais informagdes sdo importantes para entender que o0s substratos devem
proporcionar nutrientes e condigdes apropriadas para o crescimento micelial, por isso é
conveniente que sejam incentivadas futuras pesquisas com adi¢do de nutrientes ao meio que

favoreca o crescimento fangico e aumente a producdo micelial, sem elevar o custo.
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4.2.  Variacg0es de pH

Todos os meios de cultura foram formulados e aferidos para 6,0 antes do inicio da
fermentacao submersa, entretanto, os indices de pH dos meios foram apresentando mudancas

no decorrer do tempo de cultivo, que pode ser verificada na Tabela 4.

Tabela 4. Varia¢Oes de pH em cada tempo de cultivo

i Dias de Cultivo
Tipo de substrato 5 10 15
POL 5.88+0.03* | 3.77+0.20* | 3.90%0.01°
Batata (casca roxa) 6.51+0.29* | 6.04+0.64° | 6.46+0.01°
Batata (casca branca) 6.12+0.93* | 6.21+1.21° | 5.81+0.40°
Caré branco 6.28+0.04* | 6.46+0.22° | 6.08+0.04"
Cara-roxo 6.85+0.02* | 6.70+0.14" | 5.89+0.78"
Macaxeira 7.5£0.19° | 6.32+0.12° | 6.26+0.26"

*Colunas com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa a um nivel de 95%

O meio de cultura teste (POL) apresentou maior diminuicdo de pH em funcdo do
tempo de cultivo, com médias de 5,88 (5° dia), 3,77 (10° dia) e 3,9 (15° dia), indicando que
guanto mais P. eryngii consumia 0s nutrientes e produzia biomassa micelial, mais excretava

metabolitos para 0 meio de cultivo.

Todos 0s outros meios a base de vegetais amaz6nicos, também ndo permaneceram
com o mesmo pH inicial, o que ja era esperado, pois 0 metabolismo do fungo, ao crescer
altera o pH, seja pela absorcdo de anion ou céation ou pela producdo de acidos organicos ou
amonia. Apenas em fermentadores o pH pode ser mantido constante, automaticamente,
durante o crescimento do fungo; a concentracdo do ion hidrogénio no meio pode afetar o
crescimento indiretamente pelo seu efeito na disponibilidade de nutrientes ou diretamente pela

sua acdo nas superficies celulares (COLEN, 2006).

E relevante citar, que todos os meios aumentaram o pH inicial apds o inicio da
fermentacao submersa (5° dia), e somente na avaliacdo seguinte (10° dia) comeca a decrescer,
a maioria dos meios ndo decresce a ponto de ficar menor que o pH inicial, exceto 0os meios a
base de Batata-doce de casca branca (5,81) e cara roxo (5,89) no 15° dia respectivamente, e 0

meio teste POL em todos os tempos avaliados ndo excedeu o pH inicial.

No meio de cultura a base de Macaxeira observou-se um aumento consideravel apos

0 inicio da fermentacdo submersa (7,5), diferenciando em 1,5 para mais o0 aumento do pH

24



tendo decorridos apenas cinco dias de processo; entretanto nas anélises seguintes este valor
diminuiu (6,32 e 6,26) embora ndo seja inferior ao pH inicial.

Kirsch (2013) afirma ainda que o pH do meio na fermentagdo é uma variavel
consideravel no crescimento de fungos filamentosos, podendo afetar a fungdo da membrana
celular, morfologia e estrutura estrutura celular, tanto como a melhor absorcdo de varios

nutrientes e biossintese de produtos.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no trabalho demonstram que ha producdo micelial de P.
eryngii em tubérculos como o card-roxo e o cara-branco (Dioscorea trifida e Dioscorea
dodecaneura) e em algumas raizes, neste caso, a macaxeira (Manihot esculenta) e duas
variedades de batata-doce, casca roxa e casca branca (Ipomoea batatas) utilizando
fermentacdo em estado liquido. Os meios a base de vegetais que mais se destacaram frente a
producdo de biomassa micelial foram os formulados a base de batata-doce de casca roxa e o

cara-branco.

Esse trabalho mostra, enfim, que a continuidade de pesquisas nessa area € bastante
promissora, contribuindo para um melhor entendimento da fisiologia de P.eryngii e para o

desenvolvimento de bioprocessos.
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